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La pre"sente invention est relative £ des polymeres 
substitugs par des groupes leur conferant des proprietes anti- 
coagulantes et ^ leur procede de preparation, aux objets 
constitues par et/ou ccraprenant lesdits polymeres substitues, § leurs 
5 procedes de fabrication et & 1» application desdits objets en 
chirurgie et en medecine, et aux compositions pharmaceutiques 
contenant lesdits polymeres substitues „ 

L'heparine, agent anticoagulant nature 1 du sang, cons- 
titue un medicament de choix dans les affections thromboemboli- 
10 ques. Aussi, en vue de pallier les inconvenients de l'heparine, 
depuis un certain nombre d'annges deja, on a essaye de supplier 
cette precieuse matiere par divers produits synthetiques ou 
semi-synthetiques . 

Ainsi, on a preconise : - le sulfate de chondroltine , 
15 (qui est egalement un polyholoside heterogene), - le chitosane 
(produit de dedoublement de la cliitine) prepare par la N-desace- 
tylation totale de la chitine [HORTON et JUST "Carbohydrate 
Research 29 (1973) 173-179], - le chitosane sulfate [wOLFROM et 
SHENHAN JACS (1959) 81 ; 1764-1766], - le sulfate d'heparane 
20 [JORPES et GARDELL M J. Biol. Chem. 176-267 (1948)] et d'autres 
polysaccharides formes par la polymerisation d'une unite disac- 
charidique constitute par une osamine (principalement la D-glu- 
cosamine) portant un certain nombre de groupements sulfate 
et/ou sulfonate et par un acide uronique (g6n6ralement l 1 acide 
25 D-glucuronique et 1' acide L-iduronique) . Outre le fait que l'ac- 
tion "heparin- like" de ces divers produits est moins prononcee 
que celle de l'heparine, leur origine naturelle est la cause 
(comme c'est le cas pour l'heparine) de leur variability et de 
leur heterogeneity d'une preparation a 1' autre. 
30 XJne autre serie d'h^parinoldes est constitute par des 

produits derives de l'amylose (lequel, comme l'heparine a des 
liaisons a (1-M ) , qui ont ete etudies ,entre autres, par WOLFROM 
et WANG (Carbohydrate Research 18 (1971) 23-27) concernant l'amy- 
lose amine et sulfate et par HORTON et JUST (Carbohydrate 
35 Research JIO (1973) 349-357) concernant la conversion de l'amylose 
en (l->-4) 2-amino-2-deoxy-ct-D-glucopyranuronane. Les produits ainsi 
obtenus ont une activity heparinique faible ou pratiquement nul- 
le (amylose amine et sulfate) . 
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On a ggalement propos§ (Brevet fran^ais 2 280 387) des 
deriv§s sulfon§s de polypeptides, a savoir des copolymferes de-la 
lysine et du tryptophane. Si ces produits provoquent effective- 
ment un allongement tr£s net du temps de coagulation et ont une 
5 action du raSme type que celle de I'heparine, ils ne peuvent pas 
§tre utilises sur une grande echelle, car les reactions secondai- 
res qu'ils provoquent dans I'organisme huraain sont extreraement 
gSnantes. 

En 1975, Harry P. GREGOR /Polym. Sci. Technol. U.S.A. 

10 (1975) 2* 51-56/ a preconis§ 1 'utilisation , en tant que materiaux 
w hepar in-like " ,de polymeres et de copolymeres sulfones (en parti- 
culier des acides polystyrene- sulfonique et polyethylene sulfoni- 
que), T. BEUGELING et Collab. /J. BIOMED. MATER RES. (1974) Vol. 
8,375-379 et BIOCOMPAT. IMPLANT. MATER, 187-192 (1976)/ ont pre- 

15 coriis€ 1' utilisation de polymeres synth§tis£s a partir de poly- 
isoprenes, dont le motif est represents comme suit : 



20 



NH 



S0 3 Na 



^^CNa 



qui sont des derives contenant des groupes amino sulfonates et 
carboxylates . 

Ces Auteurs ont obtenu essentiellement des d§riv§s solu- 
25 bles dont l'activite anticoagulante ne reprgsente cependant que 

12 a 15 % de celle de I'heparine prise comme reference. 

D'autres tentatives int^ressantes ont et§ effectuees par 

greffage de la mol§cule d' hepar ine elle-meme sur la surface des 

polymeres ^par exemple a l'aide de 1' agent de couplage consti- 
30 tu§ par le chlorure de tridodecylmethyl ammonium : LEININGER et 

Collab. dans Trans. Amer. Soc. Artif . Int. Organs 18 312 (1972) 

etc.../ ou par des liaisons de covalence : HOFFMAN et Collab. 

dans Trans. Amer. Soc. Artif- Int. Organs. 18 10 (1972) , etc. ../. 

Malheureusement, outre le fait que I'on ne paryient a fixer 
35 qu'une quant ite relativement faible d' hepar ine, ces polymeres 

"hSparinises" ne sont pas stables : la quantite fixee a tendance 

a s'inactiver avec le temps. 

D'une maniSre g§nerale, 1'interSt qu'il y aurait a pou- 
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voir disposer d f un produit a action anticoagulante non seulement 
stable, reproductible et homogene d'un lot a 1 B autre, mais ega- 
lement insoluble si on le desire, est a l'origine des nombreux 
travaux de recherche de nouveaux anticoagulants. 
5 C'est ainsi gu'on a obtenu des produits tres actifs par 

greffage chimique ou radiochimigue de monomeres vinyliques sur 
l'heparine /cf. les travaux de C. BAQUEY et Collab. dans Ann. 
Phys. Biol. Med. 9 (2) 131-138 (1975) et de D- IABARRE, These de 
Doctorat d'Etat Paris (19771/. Les polymeres insolubles ainsi ob- 

10 tenus sont inutilisables dans la pratique, car en plus de I'inac- 
tivation qu'elle subit avec le temps, l'heparine greff£e migre 
a l'interieur de la molecule au cours de la mise en oeuvre de 
ces produits, et se trouve totalement masquee . 

*' En examinant les proprietes anticoagulante s des dif fe- 

15 rents composes enumeres ci-dessus, les Deraandeurs ont formule une 
hypothese selon laquelle les proprietes anticoagulante s de l'he- 
parine ne sont pas liees a sa structure secondaire ou tertiaire, 
mais plus precisement a la nature des differents groupes portes 
par la chaine polysaccharide et a la combinaison des effets de 

20 ces groupes, qui aurait un resultat cooperatif multiplicateur de 
l'activite de chacun d f entre eux vis-a T vis de la throiabine et de 
1 1 antithrombine III. 

On considere que I'heparine, g§neralement representee 

par la formule II ci-apres t 

1 ^SOj OSO," HUSOf HNSOj HKAc //W 

possede egalement des sequences non O-sulfatees ou 3-O-sulf atees 
30 du r§sidu glucosamine 

CH a OSO," 

-°n h H ^-S H *T23f . d") 




35 par ailleurs, on a prepare des resines 6changeuses 

d'ions utiles pour la chromatographie liqaide des melanges racemi- 
ques, lesquelles resines sont essentiellement constitutes par 
des polystyrenes sur lesquels ont £te fixes les acides amines 
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suivants : l'alanine, la valine, la norvaline, la phenylalanine, 
la leucine, 1 1 isoleucine, la tyrosine, la serine, la threonine, 
I'acide aspartigue, la proline, 1 ■hydroxyproline et l'acide 
glutamigue ^cf . en particulier les travaux effectu£s par VESA 
5 et Collab., Zh. Obsch. Khim. SSSR 42 (12) 2780 (1972) et Tr. 
Akad. Nauk. Lit. SSR. Ser. B. 2-69, 93 (1972) et par PETIT et 
JOZEFONVICZ (Jour, of Applied Polymer Sci. Vol. 21 2589-2596 
(1977)/. 

Partant de leur hypothSse relative a 1 1 importance de 
10 la presence siraultan£e des groupes qui figurent dans les formu- 
les II et III ci-dessus, sur un support macromoleculair e , les 
Demandeurs ont pu mettre en evidence que de telles r§sines 
echangeuses d'ions prgsentent des applications en tant qu 'agents 
dou€s d'une action anticoagulante. 
15 La pr§sente invention a pour objet des produits doues 

de propri§tes anticoagulantes, caracteris6s en ce qu'ils sont 
constitu6s par des polymer es (homopolym£res ou copolymSres) 
comportant dans" leur chaine des groupes substituables sur les- 
quels sont fixes de fa^on statistique, des groupes X et Y, ou 
20 X designe S0 3 R 1 

R 1 §tant un a tome d'hydrogSne pu d f un metal physiologi- 
quement compatible, 
et Y designe le groupe ~S0 2 -R 2 

R^ €tant le reste d f un acide amine li§ au pont -S0 2 ~ 
25 par sa fonction amine -NH-. 

Conformement 1 1 B invention, les acides amines sont ctoisis parmi 
ceux qui oomportent au moins une fonction carboxylique libre et s'ils pos- 
sedent plusieurs fonctions amine, toutes sauf une doivent etre bloquees par 
un groupe £lectroattracteur physiologiquenent acceptable. 
30 Suivant une modalit§ particuliere de ce mode de rea- 

lisation, le groupe §lectroattracteur est avantageusement cons- 
titue* par le benzyloxycarbonyle ou le tertiobutyloxycarbonyle. 

Suivant un mode de realisation avantageux de 1' objet 
de la prSsente invention, les polymeres portant des groupes X 
35 et Y fixe*s, sont des polymeres reticul€s. 

Les produits ainsi obtenus, qui sont insolubles dans 
l'eau et dans les fluides biologiques,permettent de fa^nner di- 1 
vers objets tels que des protheses cardiovasculaires,des cath#- 
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ters, des fils de suture, etc... en materiau anticoagulant. 

Suivant un autre mode de realisation avantageux de l'ob- 
jet de la presente invention, les polymeres portant des groupes 
X et Y fixes sur leurs chaines mac romol ecu lair es, so n t 
5 des polymeres non reticules et solubles. 

Les produits ainsi obtenus qui sont solubles dans l'eau 
et dans les fluides biologigues permettent de preparer des solu- 
tions H action anticoagulante a usage pharmaceutique . 

La .presente invention a §galement pour objet un procede 
10 de preparation des produits doues d'une action anticoagulante 
conformes a la pre*sente invention, caracterise en ce qu'au cours 
d'une premiere £tape, on prepare un polymere chlorosulf one 
POL-S0 2 C1 par reaction de 1' acide chlorosulfonique sur le poly- 
mere dans un solvant appropri§, et en ce qu'au cours d'une deu- 
15 xieme etape on transforme les groupes -S0 2 C1 en groupes -S0 3 Na 
et en groupes -S0 2 AA (ou AA represente un acide amine) par reac- 
tion avec une quantite appropriee d'un acide amine en milieu 
basique. 

Suivant un mode de realisation avantageux du procede ob- 
20 jet de la presente invention, dans le cas ou on desire obtenir 
des polymeres substitues solubles a action anticoagulante, la sulfonation du 
polymere non reticule a lieu dans un milieu organique avantageusement cons- 
titue par un solvant colore et plus particulierement par le dichloromethane , 
le polymere est precipite dans du nitrbmethane et la reaction avec l 1 acide . 
25 amine a lieu dans un milieu contenant le melange eau-dioxane. 

Suivant un mode de realisation avantageux du procede ob- 
jet de la presente invention, dans le cas ou on d§sire obtenir 
des polymeres substitues insolubles a action anticoagulante, la 
sulfonation du polymere reticule a lieu dans un melange contenant 
30 du dichloromethane et du nitromethane , et la reaction avec l'aci- 
de amine a lieu dans un milieu contenant le melange eau-dioxane. 

Suivant un mode de realisation avantageux du procede ob- 
jet de la presente invention et afin d'eliminer le plus compldte- 
ment possible toute impurete susceptible d'interagir avec les 
35 facteurs de la coagulation, on procede dans le cas de polymeres 
insoluble s,apres la fixation des acides amines, a un lavage abon- 
dant a l'eau suivi de lavages par une solution de NaCl (1,5 M) , 
puis de lavages au citrate de Na (1 M) , d'un §quilibrage a 
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pH 7,30 environ par plusieurs lavages avec du tampon de 
MICHAELIS, un nouveau lavage a I'eau et enfin un seehage. 

Suivant un autre mode de realisation avantageux du precede objet 
de la presente invention,dans le cas de polymeres solubies,on el Mine les 
5 in^uretes apres la fixation de l'arnino-acide par dialyse contre de l'eau et 
on recupere,si on le desire, le produit fini pur par lyophilisation. 

La presente invention a egalement pour objet des arti- 
cles a usage medical et chirurgical tels que tubes, protheses 
cardiovasculaires, catheters, fils,films et analogues en polyme- 
10 res comportant des groupes substituables,rendus anticoagulants 
par fixation sur leur surface exterieure des groupes X et Y tels 
que dSfinis precedemment. Autrement dit,il suffit tout d'abord 
de fa conner un objet de forme et de dimensions voulues a partir 
d'un polymere comportant des groupes subs tituables, puis de fixer 
15 chimiquement (en mettant en oeuvre,par exemple,le procede de- 
crit plus haut) les groupes X et Y en quantit§s voulues et aussi 
elevees qu'on le desire, pour obtenir un mater iau solide a ac- 
tion anticoagulante,trds stable dans le temps, ne subissant 
aucun relargage ni degradation. 
20 13 presente invention a en outre pour objet, des ccmpositions phar- 

maceutiques constituees par,ou contenant les polymeres nqn reticules substi- 
tnes par des groupes leur conf erant une action anticoagulante et solubles 
dans l'eau,lesdits polymeres etant presents dans lesdites ccmpositions phar- 
maceutiques a raison d'une dose therapeutiquement active. 
25 Outre les dispositions qui precedent , 1 1 invention ccmprend encore 

d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre. 

La presente invention vise plus particulierement 
1' utilisation des polymeres comportant des groupes X et Y tels 
que definis plus haut fixes sur leur chaine macromoleculaire,en 
30 tant que produits a action analogue a celle de 1 ' heparine,ainsi 
que des objets fabriques a partir de ces polymeres. 

L 1 invention pourra etre mieux comprise a l'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se r§fere a des exem- 
ples de preparation et de caracterisation des produits objet de 
35 la presente invention, a une etude de l'activite anticoagulante, 
et d'autres proprieties analogues a celles de I'heparine de ces produits, et 
a une evaluation de l'activite propre de chaque type de substituant. 

II doit etre bien entendu, toutef ois,que les differents 
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exemples, caract£ristiques et etude qui seront decrits ci-apres 
et representes sur les dessins annexes, sont donnes uniqueraent a ti- 
tre d f illustration de l f objet de 1' invention, mais n'en consti- 
tuent en aucune maniere une limitation. 
5 1- PREPARATION PES MATERIAUX ET REACTIFS 

Les materiaux suivants ont £te prepares : 





^tous ont comme 


polymer e support, le Polystyrene (PS)y 




N° de Reference 


Norn du produit 


10 


1 


PS-hydroxyproline 




2 


PS-proline 




3 


PS-alanine 




4 


PS-phenylalanine 




5 


PS-acide glutamique 


15 


6 


PS-m£thionine 




7 


PS-threonine 




8 


PS- a ou e-benzyloxycarbonyl-lysine 




9 


PS- e -tertiobutyloxycarbonyl-lysine 




b) produits d' etude et de comparaison • 


20 


N° de Reference 


Nom du produit 



10 PS- lysine (diamino-acide) 

11 PS-CH 2 -Proline (l'acide amine 

est fixe par 1 * interroediair e du 
pont -CH 2 ~) 

25 12 PS-CH 2 -hydroxyproline (l'acide 

amine est fixe par l'interme- 
diaire du pont -CH 2 -) 

13 PS-CH 2 -alanine (l'acide amine 

est fixe par 1 1 interm§diaire du 

30 pont ~CH 2 -) 

14 PS-butylamine (fixation d'une 

amine et non plus d'un acide 
amine) 

15 PS-S0 3 (r€sine sulfonee seule- 
35 ment) 

Le polystyrene de depart est un copolymere de styrene et 
de 2 % de divinylbenzene, commercialise par FLUKA. II est utilise 
sous forme de billes de 200 a 400 mesh de diametre, soit entre 
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0,037 et 0,074 mm de diametre. Le produit commercial est lav§ 
successivement avec une solution 1M de NaOH, de 1'eau, une solu- 
tion 1M de HC1 et de 1'eau. II est s§ch§ sous vide a 60°C. 

Les acides amines utilises sont des reactif s "FLUKA 
5 Puriss". 

c) ?reparation_du_PS-S0 3 __(15X 

On laisse gonfler une nuit, a la temperature ambiante, 
25 g de polystyrene dans 200 ml de dichloromSthane. On ajoute 
alors un melange de 160 ml de nitromSthane et de 140 ml d'acide 
10 chlorasulfonique. La suspension est agitee pendant 7 heures a 
40 °C. La resine brute est alors filtree, lavee avec precaution 
avec du nitromethane et de 1' acetone. Elle est finalement sechie 
sous vide I 50°C. 

Le taux de groupes chlorosulfonyle (-S0 2 C1) est d€termi- 
15 ne de la facon suivante : 200 mg de polystyrene chlorosulfone 
sont hydrolysis avec 50 ml d' une solution 1M de NaOH pendant 
24 heures au reflux. Apres acidification, les ions Cl" sont ti- 
tres par une solution 0 # 1M de AgN0 3 en utilisant une electrode 
indica trice d' argent. 
20 Le polystyrene sulfone est hydro lyse guantitativement 

par la sonde 2 M a la temperature ambiante. On filtre, on lave a 
1'eau et on seche sous vide, 

d) ?llP§^tion_de_produits_l x _2 

25 86 mmoles de 1'acide amine sont dissoutes dans 130 ml du 

melange 3:2 eau-dioxane par addition du minimum de soude 4 H. Le 
P H est mesure et on ajoute alors 10 g du polystyrene chlorosul- 
fone tel qu'obtenu plus haut (43 meq -S0 2 C1) . Le pH est ensuite 
maintenu a sa valeur initiale par addition de soude 2 M. La reac- 

3 0 tion est arretee guand le pH reste stable. Le polymere est alors 
filtre, abondamment lave a 1'eau, avec de la soude 10~ 2 M et de 
1'eau. II est enfin seche sous vide. 

e > ?^§E^^tion_des^polymeres_PS Is 
±la£i2e_amin§_est_f^ 
35 pont_ = CH 2Z ) ~ ^ *" 

Il^§^|tape : £rgparation_du_pol^^ 

On fait gonfler pendant 30 mn, 25 g de polystyrdne reti- 
cul§ a 25°C dans 150 ml de chloroforme. On ajoute alors 100 ml 
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cT ether monochlorodimethylique et 10 ml de chlorure stannique. 
On laisse la reaction se poursuivre 1,5 heure sous agitation 
a la temperature ambiante. La resine est alors filtree, lavee 
avec un melange 3/1 de dioxane/eau, puis avec un melange 3/1 
de dioxane/acide chlorhydrique 3N. Le polymere est ensuite la- 
ve avec des melanges eau/dioxane de plus en plus riches en 
dioxane, avec du dioxane, puis avec des melanges dioxane/me- 
thanol de plus en plus riches en methanol, et enfin avec du 
methanol. La resine est alors sechee sous vide a 50°C. 

Le taux des groupes chloromethyle (~CH 2 Cl) est determine 
de la facon suivante : 200 mg de polystyrene chloromethyle 
sont quaternises dans 5 ml de butylamine pure a 1' ebullition 
pendant 6 heures. Apres acidification du milieu par l'acide 
nitrigue, les ions Cl" sont titres par une solution 0,1 M de 
AgN0 3 en utilisant une electrode indicatrice d' argent. 
2§nie_etape : Qbtentign_du_sel_de_sulf onium 

20 g de polystyrene chloromethyli (80 mmoles) sont mis en 
suspension dans un melange de 30 ml de dimethyl sulfure 
(400 mmoles), 100 ml d*eau et 120 ml d'isopropanol. Le melange 
est agite pendant 48 heures a la temperature ambiante. Le 
rendement de la reaction est determine par titration potentio- 
metrique des ions Cl~ contenus dans une partie aliquote du 
milieu reactionnel. Ce rendement est d 1 environ 80 %. Le sel de 
sulf onium n'est pas isole. 
2!5}e_etape : f ixation_de_l^amino z acide 

A la suspension precedente, on ajoute 64 mmoles de soude 
et 120 mmoles du sel de sodium de 1 , amino-acide dans 170 ml 
d'isopropanol et 200 ml d'eau (rapport AA/groupes 
~ CIJ 2 S ^ H 3^2 " ^ * Le m ®^- an 9 e reactionnel est agite au reflux 
pendant 24 heures. La resine brute est alors filtr^e et remise 
en suspension dans l'ammoniaque 4 M au reflux pendant 4 heu- 
res, pour eliminer le dimethyl sulfure. Le polymere PS-CH 2 -AA 
est alors filtre, lave successivement avec de I'eau, de l'HCl 
1M, de l f eau et de la soude 1 m. II est ensuite lave plusieurs 
fois a l'eau jusqu'a ce que le filtrat soit neutre. Le polyme- 
re est alors seche sous vide. 

Les caracteristiques des produits prepares selon d) et e) 
sont resumees dans le Tableau I qui va suivre. 
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f ) £r|paration_de_produitSjr§_action anticoagulante^solubles 
lire _e tape : synthfse_du_polystyrJn^ 

On dissout 25 g de polystyrene non reticule dans 200 ml 
de dichlorome thane. On ajoute alors sous forte agitation , 
5 16 ml d'acide chlorosulfonigue et on laisse la reaction se 

poursuivre pendant 7 heures a 40°C. On ajoute alors du nitro- 
methane pour precipiter tout le polymere. On filtre et on la- 
ve au nitrom§thane pour eliminer toute trace d'acide chloro- 
sulfonigue. Le polymere est alors seche sous vide. Le taux 
10 des groupes chlorosulfonyle est determine de la facon suivan- 
te : 200 mg de polystyrene chlorosulfon§ sont hydrolyses avec 
50 ml d'une solution 1 M de NaOH pendant 24 heures au reflux. 
Apris acidif ication, les ions Cl" sont titres par une solu- 
tion 0,1 M de AgN0 3 en utilisant une electrode indicatrice 
15 d" argent. 

2|?ne_etape : f ixa t ion de _ 1 ; amino-acide 

50 mmoles d 'amino-acide (sous forme de sel de sodium) 
sont dissoutes dans 100 ml du melange 3-2 eau-dioxane. Le pH 
est mesure et on ajoute 10 g du polymdre precedent. Le pH est 
20 ensuite maintenu a sa valeur initiale telle que mesuree, par 
addition de soude 2 M. On arrete la , reaction quand le pH res- 
te stable. Le milieu reactionnel est alors dialysg contre de 
l'eau et on recupere le produit pur par lyophilisation. 
II " CONDITIONNEMENT ET GRANULOMETRIE 
25 Le polystyrene de depart est une re sine commerciale dont 

les grains, spheriques, ont un diametre moyen de 30 a 80 u. La 
fixation des diff erentes fonctions modif ie peu la taille des 
grains a l'etat sec, mais augmente sensiblement leurs dimensions 
en suspension en milieu aqueux, puisque ces fonctions donnent au 
30 polystyrene ainsi modifie un caractere hydrophile marqu§. 

Une etude preliminaire ayant montre que l 1 activate anti- 
coagulante est fonction de la surface specif ique des grains, cel- 
le-ci a ete augmentee par broyage. Les echantillons broyes ont 
ensuite ete mis en suspension dans du tampon de MICHAEL IS et 
35 fractionnes selon la taille des grains, afin d f eliminer les par- 
ticules d f un diametre moyen inferieur a 2 \i environ qui restent 
en suspension quasi-colloldale. 

Ainsi, les billes de differents polymeres brutes obtenues, 
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sont tout d'abord lavees, §quilibrees a pH 7,35 (tampon de 
MICHAELIS) , puis sechees. Les billes de r^sine sont ensuite 
broyees (par deplacements tres rapides de billes d' agate dans un 
moule d' agate), afin de reduire la taille des particules etu- 
5 diees. Pour §liminer les tres fines particules, le produit brut 
est lav£ plusieurs fois par mise en suspension dans du tampon 
de MICHAELIS, suivie d'une decantation et de 1 ■ elimination du 
surnageant. La distribution granulometrique des echantillons ob- 
tenus est determinee par micro scopie quantitative ("Technic 
10 Analysis System"). Ce f ractionnement en fonction de la taille des 
particules, rend possible l'gtude de l'activite anticoagulante 
sur des echantillons dont la distribution des dimensions des 
grains est quasi-identique. 
Ill - TESTS DE COAGULATION 
15 Le plasma pauvre en plaquettes (PPP) est prepar§ a par- 

tir de plasma humain frais par centrifugation (4°C - 10 000 g- 
30 minutes) . II est stocke a -20°C, degele par petites quantites 
et maintenu alors a 4°C. 

Le fibrinogene utilise est du fibrinogene bovin purif ie 
20 (Behring) a une concentration de 6 g/1 dans NaCl a 0,85 %. La 
solution est faite juste avant l'emploi et conservee a 37°C. 

La thrombine (Roche, 50 NIH/mg) , 1 "antagoniste de l'hepa- 
rine /polybrene ou polylysine (Sigma^/ sont dilues extemporane- 
ment dans du tampon de MICHAELIS et conserves a 4°C (pour la 
25 thrombine) ou a la temperature arabiante (pour le polybrene et la 
polylysine). La reptilase (Stago) est diluee dans Ueau distillee 
et conservee a 37 °C. L * antithrombine III (Kabi) est en solution 
dans I'eau distillee et conservee a 4°C. 

Les polymeres sont en suspension dans du tampon de 
30 MICHAELIS additionne.de 1 g/1 d'un agent emulsifiant (Lensex 
TA 01 - NP 40 Shell) . 

Tous les temps de coagulation sont determines a 37°C en 
tube de verre par observation directe. 
IV - ETDDE DE L ' ACTIVTTE ANTICOAGOLANTE 
35 L^ctivite anticoagulante des resines a et€ Studiee par 

determination des temps de thrombine de plasma decaleifie et pau- 
vre en plaquettes (PPP) ou de solution de fibrinogene en presen- 
ce de suspension de la resine a etudier en concentration varia- 
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ble. Des etudes preliminaires de plusieurs resines PS-S0 3 conte- 
nant des proportions varices de groupes -SO^Na, ont raontre que 
le temps de thrombine ne depend que de la quant it e de groupes 
-SO^Na presents dans un volume donne de PPP au moment du test. 
5 En consequence, pour pouvoir comparer directement l'activite 
anticoagulante de differentes resines, les temps de thrombine 
ont et§ portes en fonction de la quant ite de re sine exprimee en 
concentration de -SO^Na. 

Les resultats sont represents sur la figure 1. On a por- 
10 te en ordonnee le temps de thrombine en secondes, et en abscisse 

la concentration de la suspension de polymer e (exprimee en nom- 

, . > 

bre de groupes SO^ /ml) pour 30 U/ml de thrombine (figure la) , 
50 U/ml de thrombine (figure lb) et 75 U/ml de thrombine (figure 
1c). 

15 Les courbes 1 correspondent a la re sine PS-SO^ avec du 

PPP- 

Les courbes 2 correspondent S la re sine PS-S0 2 -Glu avec 

du PPP. 

Les courbes 3 correspondent a la resine PS-SO^ avec la 
20 solution de fibrinogene. 

Les courbes 4 correspondent a la resine PS-S0 2 ~Glu avec 
la solution de fibrinogene. 

Une suspension de 0 f l ml de polymere (de concentration 
variable) est incubee avec 0,2 ml de PPP (courbes continues sur 
25 la figure 1) ou d'une solution de fibrinogene (courbes en traits 
discontinus sur la figure 1) pendant 30 minutes a 37 °C. On ajou- 
te alors 0,1 ml de thrombine et on mesure le temps de coagula- 
tion. 

En examinant la figure 1, on constate immediatement que 
30 l'effet anticoagulant de la resine PS-S0 2 Glu est plus grand que 
celui de la resine PS-S0 3 . Cette difference ne peut pas etre at- 
tribute a la difference de taille des grains ou de surface speci- 
fique, celle-ci etant beaucoup trop faible pour expliquer les 
ecarts observes sur les temps de coagulation. 
35 Dans tous les cas, les controles supplementaires sui- 

vants ont ete faits : 

a) determination du temps de thrombine du PPP ou de la solution 
de fibrinogene en 1' absence de polymere (temps temoins) 
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b) Determination du temps de thrombine sur le surnageant obtenu 
par centrifugation du PPP pr£incub§ avec le polymSre. Dans 
tous les cas, ce temps. a ete trouvi tr§s voisin du temps te- 
moin. De plus, pour verifier que 1 'augmentation du temps de 
5 thrombine n'est pas due a une alteration du fibrinogene, on 
a egalement determine les temps de coagulation par la repti- 
lase, de PPP ou d'une solution de fibrinogene incubus avec le 
polymere. Aucune difference significative n'a pu Stre mise en 
evidence entre les temps de reptilase obtenus en presence ou 
10 en I'absence de polymere, ainsi que ce la res sort des resultats 
represented sur la figure 2. On a trace sur cette figure 2 le 
temps de coagulation en secondes en fonction de la concentra- 
tion de la -suspension de polymere (exprimee en nombre de 
groupes de S0 3 /ml) . La suspension de polymere (0,1 ml) est 
15 incubee avec 0,2 ml de PPP pendant 30 minutes a 37°C. On ajou- 
te alors 0,1 ml de thrombine a 9 U/ml (courbe continue) ou de 
reptilase (courbe en traits discontinue) . La concentration de 
la thrombine a £t& choisie pour donner un temps t§moin identi- 
gue a la reptilase, a savoir 20 secondes. Les courbes 1 cor- 
20 respondent au PS-S0 3 et les courbes 2 a un polymere conforme 
a 1 1 invention (PS-S0 2 -Glu) . 

Les courbes obtenues avec le plasma, pour differentes 
concentrations de thrombine ont §galement ete transposees en 
quantity de thrombine inactivee eh fonction de la quantite de 
25 r£sine presente dans le test. En effet, en premiere approxima- 
tion, on peut considerer qu'un temps de thrombine allong§ tra- 
duit 1 ■ inactivation d'une fraction de la thrombine initiale et 
determiner cette fraction en comparant le temps de coagulation 
obtenu avec une courbe de temps timoins mesures avec des quanti- 
30 tes de thrombine variables. La figure 3 montre les courbes ainsi 
obtenues. 

Les courbes 1 correspondent au polymere PS-SO^. 

Les courbes 2 correspondent au polymere conforme a 1' in- 
vention PS-S0 2 -Glu. 
35 Les courbes 3 correspondent aux surnageants (PPP + PS-S0 3 

et PPP + PS-S0 2 -Glu). 

On a port€ en ordonnge la thrombine inactivee en U/ml et 
en abscisse la concentration de la suspension de polymere expri- 
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m§e en norabre de groupes SO~/ml. La quantite* de thrombine inac- 
tive^ a §t€ evalu§e I partir d'une courbe d'etalonnage de temps 
temoins (0,2 ml de PPP son incub§s avec 0,1 ml de tampon de 
MICHAELIS a 37°C. On ajoute 0,1 ml de thrombine - de concentra- 
5 tion variable - et on me sure le temps de coagulation) . Les temps 
de thrombine, mesur^s apres incubation de PPP avec les suspen- 
sions de polymere, sont report§s sur cette courbe d'etalonnage, 
ce qui permet d'evaluer la concentration d' enzyme active, done 
la quantiti correspondante de thrombine inactive^. 

10 Les courbes representees sur les figures 3a, 3b, 3c, mon- 

trent clairement que la proportion de thrombine inactive^ augmen- 
te avec la quantity de polymere presente dans le test; Par ail- 
leurs, les mesures de temps de thrombine effectuees sur les sur- 
nageants (cf. courbes 3) indiquent qu'il h'y a alors aucune 

15 inactivation de la thrombine. Ces resultats montrent que I'effet 
anticoagulant du polymere ne s'exerce que tant que ce dernier est 
present dans le PPP. 

La comparaison des temps de thrombine obtenus dans les 
meraes conditions pour le PPP et la solution de fibrinogene (cf . 

20 figures 1 et 3) montre que I'effet anticoagulant du polymere ne 
se manifeste qu f en presence d'un facteur plasmatique absent de la 
solution de fibrinogene. 

L f ensemble de ces resultats suggere que I'activite anti- 
coagulante de ces polymeres est une activity antithrombique im- 

25 pliquant 1 1 ant i thrombine III comme cofacteur plasmatique. En 
d'autres termes, ces polymeres sont des materiaux indiscutable- 
ment anticoagulants. 

V - ETABLI S SEMENT DE LA LOI GENERALE DE VARIATION ENTRE LA QUAN — 
TITE DE THROMBINE INACTIVEE ET LA QUANTITE DE RE SINE 

30 PS-SQ 2 AA PRESENTE 

L'activite anticoagulante des differents echantillons a 
ete etudiee par determination des temps de thrombine de PPP incu- 
be avec des quantites croissantes de polymere conforme a 1' in- 
vention. Au prealable, pour verifier que I'activite anticoagulan- 

35 te de chaque r€sine est analogue & celle des 

echantillons decrits dans le paragraphe IV ci-dessus, et dans le 
paragraphe IX ci-apr§s, les temps de reptilase de PPP incube avec - 
le polymere et les temps de thrombine de la solution de fibrinogene 
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incubee avec le polymere ont ete determines, lis sont tous sen- 
siblement egaux aux temps temoins correspondants (determines en 
I 1 absence de polymere) -. 

L'allongement du temps de thrombine correspondant a 
5 1' deactivation d'une fraction de la thrombine initiale , la com- 
paraison entre une courbe d'etalonnage et le temps de coagula- 
tion determine en presence d'une certaine quantity de resine, 
permet de determiner la quantite de thrombine inactivee par cet- 
te guantite de resine presente dans le PPP. La figure 4 montre 
10 la variation de la quantite de thrombine inactivee en fonction 
de la concentration de la suspension de resine pour une serie 
de composes contenant de la proline en proportion variable par 
rapport aux groupes sulfonate . La concentration de la suspen- 
sion de resine est ici exprimee en milliequivalents de groupes 
15 -S0 3 Na par millilitre de suspension, ce qui permet de comparer 
directement l'effet des groupes proline et montre que l'activite 
anticoagulante augmente avec le taux de ces groupes. 

La figure 4 reprgsente en effet la quantite de thrombine 
inactivee en fonction de la concentration de la suspension de 
20 polymere PS-S0 2 -proline (exprimee en meq-S0 3 Na/ml) 

pour 2,59 roeq de proline par g de polymere : (courbe 1) 
pour 2,09 meq de proline par g de polymere : (courbe 2) 
pour 1,62 meq de proline par g de polymere : (courbe 3) 
pour 0,93 meq de proline par g de polymere : (courbe 4) 
25 Une mgme serie de courbes a ete obtenue pour chaque aci- 

de amine. 

La figure 5 montre la variation de la quantite de throm- 
bine inactivee en ordonnee, en fonction de la concentration de 
polymere (en mg/ml) pour une resine portant des groupes acide 
30 glutamique et pour quatre concentrations de thrombine : 

- 12 U/ml (courbe 1) 

- 30 U/ml (courbe 2) 

- 50 U/ml (courbe 3) 

- 75 U/ml (courbe 4) 

35 Les memes courbes ont ete etablies pour tous les autres 

produits conformes a 1' invention, prepares, et on a constate que 
la loi de variation est dans tous les cas la raeme. Cette varia- 
tion est tout d'abord lineaire, ce qui montre que la quantite de 
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thrombine inactivee est proportionnelle a la quantity de poly- 
mere present quelle que soit la concentration de thrombine uti- 
lised. Cependant, pour atteindre 100 % d f inactivation, un exces 
de polymere est tou jours necessaire. L 1 extrapolation de la tan- 
5 gente a I'origine penuet pour chaque polymere, de determiner la 
quantite de resine theoriquement nicessaire pour inactiver tota- 
lement une certaine quantite de thrombine. Ceci resulte claire- 
ment de la figure 6 ou les grandeurs ont ete portees en coordon- 
nees reduites: en ordonnee, la thrombine inactivee en % du total, 
10 et en abscisse la quantite de polymere en % de la quantite theo- 
riquement necessaire pour inactiver toute la thrombine presente. 

La figure 7 permet de verifier que cette loi de propor- 
tionnalite est generale. En effet, chaque point correspond ici a 
la quantite de polymere necessaire pour inactiver 30 unites de 
15 thrombine en fonction de la quantite du raeme polymere necessaire 
pour inactiver 12 unites de thrombine. Tous ces points sont sen- 
siblement alignes et tres voisins de la droite de pente 30/12 
correspondant a la proportionnalite, ce qui montre que la loi de 
variation est valable pour tous les amino-acides etudies. II est 
20 alors possible de determiner une activite pour chaque resine com- 
me 1' inverse de la quantite de resine necessaire pour inactiver 
30 unites de thrombine. En utilisant cette valeur comme referen- 
ce, on peut alors montrer que la loi de proportionnalite est va- 
lable pour des concentrations de thrombine variant de 12 a 75 
25 unites/ml, comme le montre la figure 8 ou on a porte en abscisse 
la concentration de la thrombine et en ordonnee le rapport : 
Polymere necessaire pour inactiver X unites de thrombine 
Polymere necessaire pour inactiver 30 unites de thrombine 
En resume, il resulte clairement des figures 7 et 8 : 
30 - que l'on arrive a inactiver toute la thrombine presente a con- 
dition d'ajouter une quantite suffisante de polymere conforme 
a 1 1 invention 

- que la meme loi d ■ inactivation est suivie par tous les produits 
conformes a 1' invention, quel que soit 1 'amino-acide (AA) et 
35 quelle que soit la quantite de cet AA presente dans la resine. 
VI - CAS DES DIAMINO-ACIDES (LYSINE) 

On a represents sur la figure 9, les courbes de variation 
de la quantite de thrombine inactivee (en ordonnee en U/ml) en 
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fonction de la quantity de resine pr§sente dans le test. 
La courbe 1 concerne le polymere PS-S0 2 -Lysine 
La courbe 2 concerne le polymere sulfone PS-SO^ 
La courbe 3 concerne le polymere PS-S0 2 ~Proline 
5 La courbe 4 concerne le polymere PS-S0 2 ~a Z Lysine 
La courbe 5 concerne le polymere PS-S0 2 -Glutamique 
Z etant le groupe §lectroattracteur benzyloxycarbonyle. 

La quantite de resine etant exprimee en concentration de 
groupes sulfonate par millilitre de suspension pour toutes les 
10 resines, les courbes superieures a celle d'une resine ne conte- 
nant que des groupes sulfonate (courbe 2) indiquent que l'amino- 
acide correspondant confere a la resine sur laquelle il est fixe, 
une activity anticoagulante supplementaire par rapport a celle de 
ses seuls groupes sulfonate . C'est le cas de tous les aminoaci- 
15 des sauf la lysine. Dans ce cas au contraire, la courbe est infe- 
rieure a celle d'une resine ne contenant que des groupes sulfo- 
nates (PS-SO^ c'est-a-dire que la presence de la lysine sur la 
resine revient a "neutraliser " une partie de l'activite anti- 
coagulante des sites sulfonate . Ceci est a rapprocher de l'effet 
20 inhibiteur, decrit au paragraphe IX ci-apres, observe avec la 
polylysine dont les sites amino- des chalnes laterales, protones 
a P H 7,35, neutralisent les sites nigatifs, notamment sulfonates, 
d'une resine PS-S0 3 , ou PS-S0 2 AA, ou de l'heparine. 

Par contre, quand on a bloque une fonction amine de la 
25 lysine (courbe 4), cette neutralisation n'est plus possible et 
le polymere retrouve pleinement ses propri§tes. 

¥£I " CAS DES RE SINES PS-C^-AA (L'ACIDE AMINE EST LIE AUX CHAI- 
NES MAC R OMOLECULA IRES PAR L ' INTERMEDIAIRE DU PONT -CH ^-) 
Cette etude a porte sur trois r§sines contenant respecti- 
30 vement de la proline, de 1' hydroxyproline et de 1 'alanine (cf. 
Tableau I : composes 11, 12 et 13). Dans chaque cas, les temps de 
thrombine de PPP incube avec des quantites variables de resine 
ont ete determines. lis ont toujours ete trouves sensiblement 
egaux au temps temoin, quelle que so it la quantite de resine pre- 
35 sente. 

XiH - EVALUATION DE L'ACTIVITE PROPRE DE CHAQUE TYPE DE SUBSTI- 
TUANT 

A partir de l'activite de chaque resine definie prece- 
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demment par rapport i 30 unites de thrombine, on peut deduire 
I'activite rapportee 3 1 unite de thrombine (cf. Tableau I). Si 
les effets des differents substituants de la resine sont addi- 
tifs f I'activite °a" peut s'exprimer par la relation (l) ci- 
5 apres : 

3(C SO; + C AA> = a S 0 ; °SO; + a AA °AA CD 
oii et a 



SO 



a AA sont ^ es "activites respectivement d'un groupe 
sulfonate et d'un groupe -SO^amino-acide, C SQ - et §tant 
10 leurs concentrations respectives. 3 

La figure 10 montre les droites obtenues en portant 
I'activite de la resine "a",multipliee par le rapport du nombre 
total de sites et du nombre de sites sulfonates 



15 



p — + c 
S0 3 AA (en ordonnee) 



c so" 

en fonction du rapport des nombres de sites -SCX, -amino-acides et 
sulfonate 

20 C AA 



C g0 - (en abscisse) 

Ces droites ont une ordonn§e a 1'origine commune egale S 
25 I'activite d'un groupe sulfonate (a sc f) et des pentes egales aux 
activites des groupes amino-acides 3 * a AA* * 

La droite 1 correspond au polymere PS~S0 2 -But-NH 2 
La droite 2 correspond aux polymeres PS-S0 2 -alanine 

PS-S0 2 -phenyialanine 
La droite 3 correspond aux polymeres PS-S0 2 -Z Lysine 

P S-SO 2 ~hydroxypr o line 
PS-S0 2 -methionine 



30 



. PS-S0 2 -proline 
PS-S0 2 -threonine 

35 La droite 4 correspond au polymere PS-S0 2 -Acide glutami- 



que. 



Ces activites des differents types de substituants sont 
regroupees dans le Tableau II ci-apres. 
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TABLEAU II 
ACTIVITE DE CHAQUE TYPE DE SUBSTITUANT 
Pour 1 unit§ de thrombine 



0 



Substltuant 


Coefficient: 
d'actiyitS 
en (meq"" 1 ) 


Substltuant 


Coefficient 
d 1 activite" 
en (meg-1) 


-S0 2 Glu 


* 370 


-S0 2 Z Lys 


* 130 


-S0 2 OH Pro 
-S0 2 Pro 
-S0 2 Met j 
-SO^Thr J 


! 


compris entre 
120 et 150 


-S0 2 Ala | 
-S0 2 Phe J 


compris entre 
60 efc 80 


-so" 


a 60 ; 


-S0 2 But NH 2 


0 



On volt clairement que : 

- 1' activite de la butylamine est nulle, ce qui semfole indiquer 
que le groupe sulf amide seul n f est pas suffisant pour conf£- 
rer a la resine une activite antithrombique et que les substi- 
tuants depourvus de fonction acide carboxylique n l ont aucun 
effet sur cette activite. 

- Les groupes alanine et phenylalanine ont une activite comprise 
entre 60 et 80 meq" 1 , voisine de celle du groupe sulfonate, 

60 meq X , ce qui pourrait indiquer qu'une chaine laterale 
hydrocarbonee n'a pratiquement aucun r61e et que I*activit§ de 
la fonction carboxylique de 1 ' amino -acide est du meme ordre de 
grandeur que celle du groupe sulfonate. La faible difference 
entre 1' alanine et la phenylalanine s'explique probablement 
par le caractere hydrophobe plus marque de la chaine laterale 
de la phenylalanine par rapport a 1' alanine. 

- La lysine dont la fonction amine de la chaine laterale est 
substitute par un groupe attracteur d 1 electrons (groupe Z) a 
une activite positive, mais difficile a definir avec precision 
dans la mesure ou il n'a pas §t6 possible de synthetiser des 
r§sines contenant plus de groupes amino-acide que de groupes 
sulfonate. Le m§me probleme s'est post pour la lysine, mais 
dans ce cas l f activite, tres mal definie egalement, est nega- 
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tive. 

- Les amino-acides dont la chaine latexale contient un h§tero- 
atome, comme 1' hydroxyproline, la threonine et la methionine, 
ont une activite plus elevee comprise entre 120 et 150 meq 
5 La proline semble egalement pouvoir etre rattachee a ce grpupe. 
II faut noter que deux de ces amino-acides, proline et hydroxy- 
proline, fixes sur le polystyrene par un groupe methylene (ri- 
sine PS-CH 2 AA) ne conferent aucune activity anticoagulante au 
mater iau. 

10 - L'acide glutamique a une activite plus elevee que tous les au- 
tres amino-acides, probablement liee a ses deux fonctions car- 
boxyliques. 

L' ensemble de ces resultats permet de tirer un certain 
nombre de conclusions. Le groupe sulf amide n'est pas suffisant 

15 pour qu'il y ait une activite anticoagulante ; cependant, il 

semble qu'il soit necessaire puisque les r^sines PS-CH 2 -AA n'ont 
aucune activite. 

Les groupes sulfonates, en revanche, sont suffisants 
pour qu'il y ait activite anticoagulante (cf. egalement le tra- 

20 vail de GREGOR precedemment cite) , mais celle-ci est faible a 
tres faible, au maximum 15 % de celle de l'heparine, quand tous 
les sites du polymere (PS) sont substitues par des groupes S0 3 - 
Par contre, quand la chaine macromoleculaire porte a la 
fois des groupes sulfonates, des amino-acides fixes par un pont 

25 sulf amide et que les amino-acides ont une chaine laterale favo- 
rable, 1' activite anticoagulante du mater iau peut etre tres im- 
por tante . 

IX - AUTRE S PROPRIETES ANALOGUES A L'HEPARINE DE COMPOSES CON - 
FORMES A L' INVENTION 
30 A - Etude_de_l^actign_de^ 

Les inhibiteurs de l'heparine (polybrene et polylysine) 
peuvent inhiber totalement I'effet anticoagulant des polymeres 
conformes a 1' invention. 

Les resultats sont representes sur la figure 11 annexee 
35 (dans laquelle on a porte en ordonnee le temps de thrombine en 
secondes, et en abscisse la concentration de l'inhibiteur en 
mg/ml) . Le systeme de coagulation est le suivant : la suspension 
de polymere (0,1 ml) est incubee avec 0,2 ml de PPP et 0,1 ml 
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d'inhibiteur (de concentrations variables) pendant 30 minutes 
a 37°C. On ajoute alors 0,1 ml de thrombine (12 U/ml) et on 
mesure le temps de coagulation. Les courbes 1 concernent le po- 
lybrene et les courbes 2 la polylysine. 
5 La figure 11a represente les resultats obtenus avec le 

PS-S0 2 -Glu et la figure lib ceux obtenus avec le polymere PS-SO 
On voit sur la figure 11 que cette inhibition n'est totale qu' a 
condition qu'il y ait un exces de charges positives de l'inhibi- 
teur par rapport aux charges negatives du polymere, alors que 
10 pour 1'heparine elle est totale sans exces. II est a noter ega- ' 
lement qu'il faut un exces plus grand avec le polybrene qu'avec 
la polylysine. Ces resultats indiquent qu'une grande proportion 
des sites negatifs accessibles de la resine, sont impliques dans 
son activity anticoagulante. 
15 B - Itude_de_12.inactiva 

E§5_en_presence_ou_en_l^abs^ 
Cette seconde etude a §t§ faite en deux series : 

a) les polymeres sont incubes avec de la thrombine ou 
successivement avec de la thrombine et du polybrene. 

b) Les polymeres sont incubes avec de la thrombine et de 
1 * antithrombine III ou successivement avec de la 
thrombine, de 1' antithrombine III et du polybrene. 
Dans tous les cas, le melange est alors centrifuge et 
le surnageant est ajoute a du PPP ou a une solution de 

25 fibrinogene. On mesure alors le temps de coagulation 

(cf . Tableau III ci-apres) . Les resultats obtenus mon- 
trent qu'en 1* absence d* antithrombine III, la throm- 
bine est inactivee de facon reversible par le polyme- 
re ; son activity reapparait en presence de polybrene. 
En revanche, en presence d ■ antithrombine III, l'inac- 
tivation de la thrombine par le polymere est irrever- 
sible, comme c'est le cas avec I'heparine. 
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TABLEAU III 

ETUDE DE I. 'DEACTIVATION DE LA THR OMBINE PAR MBS 
POLYMERES EN PRESENCE OU EN- L ' ABSENCE D' ANTITHROMBINE III 
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Systeme de coagulation : une suspension (0,2 ml) de polymere dans 



20 du tampon est incubee a 0°C avec 0,2 ml de thrombine a 

5 unites/ml (a) (b) ou avec 0,016 ml d '.antithrombine III a 
25 unites/ml et 0,2 ml de thrombine a 5 unites/ml (c) (d) . AprSs 
5 minutes, 0,2 ml de tampon (a) (c) ou 0,2 ml d'une solution de 
polybrene (40 mg/ml dans du tampon) (b) (d) sont ajoutes. Apres 

25 5 minutes S 0°C, la suspension est centrifugee et 0,3 ml de sur- 
nageant sont ajoutes a 0,2 ml de PPP ou 0,2 ml de solution de fi- 
brinogene a 37°C. Le temps de coagulation (en sec.) est alors me- 
sure. Temps temoin : 45 secondes en 1' absence d 1 antithrombine III 
et 60 secondes en presence d 'antithrombine III. 
30 II resulte de la description qui precede que les produits 

conformes a 1' invention, preparis par fixation sur un polymere de 
groupes sulfonate et de groupes amino-acide par 1' intermedia ire 
d'un pont sulf amide, sont des mater iaux presentant une activite 
anticoagulante tres marquee. Si l'on choisit comme polymere 
35 support un polymere non reticul§, l'on obtient des produits, a ac- 
tion anticoagulante, solubles, a usage pharraaceutique proprement 
dit, et si l'on choisit comme polymere support un polymere 
reticule, l*on obtient des produits, 3 action anticoagulante, inso- 
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lubles, a usage medical ou chirurgical, par exemple. cette ac- 
tivity anticoagulante a 1 ' etat . solide est relativement elevee : 
elle est du raeme ordre de grandeur que celle de l'heparine elle- 
rafime fixee par des liaisons covalentes sur des mat§riaux poly- 
5 mferes - mais contra ir erne nt cette derniere, les produits con- 
formes a 1" invention sont remarquablement stables. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1' invention ne 
se limite nullement I ceux de ses modes de mise en oeuvre, de 
realisation et d' application qui viennent d'etre d§crits de 
10 fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1 B esprit du technicien en la ma- 
tidre, sans s'£carter du cadre, ni de la portee, de la presente 
invention. 
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REVINDICATIONS 
1°- Produits doues de proprietes anticoagulantes, caracterises en 
ce qu'ils sont constitues par des polymeres (homopolymeres ou ropolymeres) 
ccatiportant dans leur chalne des groupes substltuables sur lesquels sont 
5 fixes de fagon statistique, des groupes XetY, ou 
X designe 

R 1 etant un atome d'hydrogene ou d'un metal phy- 
sio log iquement compatible , 
et Y designe le groupe -S0 2 ~R 2 
10 R 2 etant reste d'un acide amine lie au pont 

-S0 2 - par sa fonction amine -NH-. 
2°- Produits selon la Revendication 1, caracterises 
en ce que les acides amines sont choisis parmi ceux qui com- 
portent au moins une fonction carboxylique libre. 
15 3°- Produits selon l'une quelconque des Revendica- 

tions 1 et 2, caracterises en ce que les acides amines sont 
choisis dans le groupe qui comprend I'acide glutamique, 1' acide 
aspartique, la methionine, la cysteine, I'acide cysteique, la 
proline, 1 ' hydroxyproline, la threonine, la serine, la tyrosine, 
20 1 'alanine, la phenylalanine, la valine, la leucine, la benzyl - 
oxycar bonyl-lysine et la tertiobutyloxycarbonyl-ly sine , substi- 
tues ou non. 

4°- Produits selon la Revendication 3, caracterises 
en ce que I'acide amine est de I'acide glutamique. 
25 5°- Produits selon l'une quelconque des Revendica- 

tions 1 a 3 , caracterises en ce que lorsque les acides amines 
possedent plusieurs fonctions amines, toutes sauf une doivent 
etre bloquees par un groupe electroattracteur physiolog iquement 
acceptable. 

30 6°- Produits selon la Revendication 5, caracterises 

en ce que le groupe electroattracteur est avantageu semen t cons- 
titue par le benzyloxycarbonyle ou le tertiobutyloxycarbonyle. 

7°- Produits selon l'une quelconque des Revendica- 
tions 1 a 6, caracterises en ce que les polymeres portant des 
35 groupes X et Y fixes, sont des polymeres reticules. 

8°- Produits selon l'une quelconque des Revendica- 
tions 1 a 6, caracterises en ce que les polymeres portant des 
groupes X et Y fixes sur leurs chalnes macromoleculaires, sont 
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des polymSres non reticules et solubles; 

9°- Produits selon l'une quelconque des Revendica- 
tions 1 a 8, caracterises en ce que les polymeres coraportant 
dans leur chalne des groupes substituables sur lesquels sont 
5 fixes des groupes X et Y, sont des polystyrenes. 

10°- Procide de preparation des produits selon l'une 
quelconque des Revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'au 
cours d'une premiere etape, on pripare un polymere chlorosulfo- 
n§ P0L-S0 2 C1 par reaction de 1' acide chlorosulf onique sur le 
10 polymere, dans un solvant approprie, et en ce qu'au cours d'une 
deuxieme etape, on transforme les groupes -S0 2 C1 en groupes 
-S0 3 Na et en groupes -S0 2 AA (ou AA represente un acide amine) 
par reaction avec une guantite appropriee d'un acide amine en 
milieu basique. 

15 11°- Precede" selon la Revendication 10, caractirise 

en ce que la sulfonation du polymere non reticule a lieu dans 
un milieu organique avantageu semen t constitue" par un solvant 
chlore, le polymere est precipite dans du nitromethane et la 
reaction avec 1 'acide amine a lieu dans un milieu contenant le 
20 melange eau-dioxane. 

12°- Procede" selon la Revendication II, caracterise 
en ce que le milieu de sulfonation est constitue par du dichlorcsnethane. 

13°- Procide selon la Revendication 10, caracterise 
en ce que la sulfonation du polymere reticule a lieu dans un 
25 melange contenant du dichloromethan.e et du nitromethane, et la 
reaction avec 1' acide amine a lieu dans un milieu contenant le 
melange eau-dioxane. 

14°- Procede selon la Revendication 13, caracterise 
en ce qu'on procede, apres la fixation des acides amines, a un 
30 lavage abondant a l'eau suivi de lavages par une solution de 
NaCl (1,5 M) , puis de lavages au citrate de Na (1 M) , d'un 
equilibrage a pH 7,30 environ par plusieurs lavages avec du 
tampon de MICHAELIS, d'un nouveau lavage a l'eau et enfin d'un 
sechage . 

35 15°- Procede selon la Revendication 11, caractirise 

en ce qu'on elimine les impuretes apres la fixation de 1 'amino- 
acide, par dialyse contre de l'eau et on recupere, S i on i e 
desire, le produit fini pur par lyophilisation. 
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16°- Proced§ selon I'une quelconque des Revendications 
10 S 15, caracteris§ en ce que le polymere mis en oeuvre est 
le polystyrene. 

17°- Objets a usage medical et chixurgical tels que 
5 tubes, protheses car diovascu lair es, catheters, fils, films et 
analogues en polymeres comportant des groupes substituables, 
rendus anticoagulants par fixation sur leur surface exterieure 
des groupes X et Y tels que definis dans la Revendication 1. 

18°- Procede de fabrication des objets selon la Re- 
10 vendication 17, caracterise en ce que l'on fagonne un objet de 
forme et de dimension voulues a partir d'un polymere comportant 
des groupes substituables et en ce que l'on fixe chimiquement 
selon l'une quelconque des Revendications 10 et 14, les groupes 
X et Y tels que definis dans la Revendication 1, en quantitis 
15 voulues et aussi Slevees qu f on le desire, pour obtenir un mate- 
riau solide a action anticoagulante. 

19°- Objets insolubles a usage medical et chirurgical 
tels que tubes, protheses, cathiters, fils, films et analogues 
faconn€s a partir de produits selon l'une quelconque des Reven- 
20 dications 1 a 7. 

20°- Compositions pharmaceutiques constituees par, ou 
contenant les polymeres substitues par des groupes leur conf e- 
rant une action anticoagulante solubles dans l'eau, selon la 
Revendication 8. 

25 21°- Compositions pharmaceutiques selon la Revendica- 

tion 20, caracterisees en ce qu'elles contiennent une dose the- 
rapeutiquement active desdits polymeres substitues. 
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